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児に対しては 1 日に10 mg/kg× 3 回投与すること
になっているが，小児に対するTDMの検討はいま
だ 少 ない。そこで 今 回12歳 未 満 の 小 児 に 対 する
TDMの検討を行った。
［材料および方法］











































































　PD- 1 及 びCD137 を 発 現 する 腫 瘍 浸 潤T細 胞
（TIL）は腫瘍細胞を殺傷する能力があると報告さ
れてきた。 免 疫 学 講 座 の 先 行 研 究 において，
B16F10メラノーマ細胞を移植したC57BL/ 6 マウス













か らRT-PCRに よ りTCRαとTCRβのcDNAを 増 幅
し，サンガー法により増幅したcDNAの塩基配列を
解 析 した。得 られた 塩 基 配 列 をIMGT （http://
www.imgt.org） のIMGT/V-QUESTに て 解 析 し
TCRのレパートリーを決定した。
［結果］
　PD-1+CD137+ のTILについては，乳 癌 では696個
のTILのうち277個の細胞（39.8%）がclonalに増殖
し，TCRレパートリー数 は88であった。甲 状 腺 癌
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　 H C T 1 1 6 細 胞 及 び S W 4 8 0 細 胞 へ は ，
lipofectamineRNAiMAX試薬を用いてコントロール








　 1 ×103個の細胞を 6  well plateに播種し，コント












1 ．ZIP 7 ノックダウンの細胞増殖への効果
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PureLink RNA Mini Kit（ambion）を 用 い て
mRNAを抽出後，Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit （Roche）によりcDNAを 合 成 した。






細 胞 株 と に 発 現 の 差 異 を 認 め た，MMP14，
T F P 1 a，T F P 1 b，A N G P T L 4 ，L A T S 2 ，
SCN 8 A，PER 1 の各遺伝子に関して増幅の有無を
定量的RT-PCR法で確認した。


















の中でも，用いた 3 株で共通して単層並びに 3 D培
養で発現が 2 ～16倍に単層で亢進している遺伝子と
し てMMP14，TFP 1 a，TFP 1 b，ANGPTL 4 ，



















































































ラスターゼや 活 性 酸 素 種，血 小 板 活 性 化 因 子
（platelet - activating factor: PAF）などを放出する。
その結果，肺では血管透過性が亢進し肺水腫が起こ
り，ガス交換効率が低下する。これが敗血症性急性






















を 用 いてリポ 多 糖（lipopolysaccharide：LPS） 1
μg/mLとinterferonγ（IFNγ）10 ng/mLの 共 刺 激
をおこない，VEGFおよびその 受 容 体 であるFlt 1















Ⅰ．qPCRでVEGF，Flt 1 ，KDRの発現変化を 1 ，
3 ， 6 ，12，24時間ごとに測定したところ，VEGF
は刺激後 6 時間で有意に増加した。なおVEGFレセ
プターのFlt 1 ，KDRは有意な変化を認めなかった。








　In vitro，in vivoの 結 果 から， 敗 血 症 病 態 で
VEGFがアップレギュレーションしている可能性が
示唆された。また敗血症を基盤とした血管透過性亢




















在するが，その中でもLaminin- 5 : Lam 5 は重要な
一つで， 3 種類のサブユニットから構成され，特に








中でLam 5 -γ 2 は本来基底膜構成分子であるが，膵
癌でも腫瘍細胞や腫瘍間質でLam 5 -γ 2 が発現して
いる可能性もあり，浸潤との相関性が考えられる。
さらに，Lam 5 -γ 2 の発現誘導に関わる因子として
は，種々の悪性腫瘍でSmad 4 やβ-cateninの関与が
報告されている。
　今回，膵癌細胞におけるLam 5 -γ 2 発現の有無と





　 ヒ ト 由 来 膵 癌 細 胞 株（KP 1 N，KP 1 NL，
KP 3 ，TCC-Pan 2 ，BxPC 3 ，KP 2 ，AsPC- 2 ，




　細胞株よりPureLink RNA Mini Kit （ambion）を
用 い，Total RNAを 抽 出，Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis Kit （Roche）　に よ り
cDNAを合成した。得られたcDNAに対しLam 5 の





白 を 抽 出，SDS-PAGEによる 泳 動 による 分 離 と




　 細 胞 株 よ り 得 ら れ た 抽 出 蛋 白 をGelatin-
zymography kit（コスモバイオ）を用い，Pro MMP-
9 ，Pro MMP- 2 およびMMP 2 の活性の有無を検
討した。
5 ．免疫沈降
　Lam- 5 γ 2 に 結 合 したEpidermal growth factor: 
EGFの 有 無 を 確 認 す る た め に，DyanabeadsTM 
Protein A （VERITAS）を結合した抗Lam- 5 γ 2 抗
体と培養上清を一定時間混合，磁石により結合蛋白
を沈降後，抗EGF抗体を用いたWestern blotting法
にて，Lam- 5 γ 2 結合EGFの存在を確認した。
6 ．siRNAによる発現抑制
　 L a m - 5 γ 2 　 s i R N A を T r a n s f e c t i o n : 
Lipofectamine®（Thermo Fisher Scientific）と 用
い，細胞株に導入し，挙動を観察した。
7 ．浸潤能測定
　BD MatrigelTM Basement Membrane Matrixを塗




　 切 除 材 料 パ ラ フ ィ ン 切 片 に 対 しVentana 
BenchMark GX （Roche Diagnostics）を 用 い，
Lam- 5 γ 2 の組織内の局在を免疫組織化学的に観察
した。
［結果］
　膵癌細胞の多くでLam- 5 α鎖（a 2 ，a 3 ）および
γ鎖（c 1 ，c 2 ）サブユニットのmRNAの発現を確
認 した。Lam 5 の 各 サブユニットmRNAの 中 でも
Lam- 5 γ 2 蛋 白 をコードするLam c 2 はmRNAおよ
び蛋白発現とも相関し，KP 2 ，KP 3 をはじめとし
てBxPC 3 やSuit 2 などで両者が高発現していた。




EGFに 結 合 したLam 5 -γ 2 を 確 認 するために，抗
EGF抗体を用いた免疫沈降を行ったところ，僅か
ではあるが分断化された105kDのLam 5 -γ 2 が認め
られた。さらに，Lam 5 -γ 2 が高発現しているKP 2
をはじめとして，BxPC 3 やKP 3 では 低 いながら
β-Cateninの発現を認める一方，Lam 5 -γ 2 の発現の
みられないMIA PaCa- 2 では発現を認めなかった。
反対に，Smad 4 はMIA PaCA- 2 で高発現していた。







どにLam- 5 γ 2 の細胞質内発現を認めた。一方，腫
瘍組織を構成する間質でも，線維成分に一致した発
現を認めた。
　Gelatin-zymographyを 用 いたMMP活 性 では，
Pro MMP- 9 および- 2 活性を多くの細胞で認めた
が，Lam 5 -γ 2 発現とに相関を認めなかった。
　浸潤能との相関については，BxPC 3 やKP 3 が高
浸潤性を示す一方，MIA PaCa- 2 は殆ど浸潤性を示
さ な か っ た。 高 浸 潤 性 を 示 し たBxPC 3 に，
Lam 5 -γ 2 鎖に対するsiRNAを導入すると，浸潤性
が著しく減少した。















mRNAの発現を確認した。特にLam 5 -γ 2 に関して
は，mRNAと蛋白発現とに強い相関を認めた。さ
らにこれらのLam 5 -γ 2 は単鎖化されたものからさ
らに分断化されていくことが確認された。これら





有無とLam 5 -γ 2 発現とに逆相関を認めた。KP 2






ことでLam 5 -γ 2 の発現を誘導するものと考えられ








Lam 5 -γ 2 は直接的に膵癌細胞の浸潤現象と関わっ
ていることが明らかとなった。即ち，高浸潤性の
BxPC 3 やKP 3 ではLam 5 -γ 2 の高発現を，殆ど浸
潤しないMIA PaCa- 2 では低発現を示した。さら
に，Lam 5 -γ 2 に対するsiRNAの導入では高浸潤性
を示す細胞株の浸潤性の低下を示した。さらに，腫
瘍組織でも，浸潤先進部や蔟出部分などより浸潤性
が増していると思われる部位でLam 5 -γ 2 の細胞質
内発現を示していることを説明しているものと思わ
れる。一方，腫瘍間質におけるLam 5 -γ 2 の発現は，
Smad 4 の 欠 失 しているような 細 胞 では，むしろ
Lam 5 -γ 2 の合成を促すだけでなく，Laminin三量
体の形成を促進し，腫瘍細胞周囲の間質を形成する
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のに働くものと推察される。
［まとめ］
　Lam 5 -γ 2 は基底膜構成分子の一つである一方，
浸潤に伴い腫瘍細胞自らが産生し，浸潤能に関わる





































二分類されClass IとIIからなり，IにはGLUT 1 ～ 4





なる。他 方 では，グルコース- 6 -リン 酸 脱 水 素 酵
素：G- 6 -PDによりペントース経路を経て核酸合成
へと進む。しかし，リン酸化されたGluを脱リン酸

















　 ヒ ト 由 来 膵 癌 細 胞 株（KP 1 N，KP 1 NL，
KP 3 ，TCC-Pan 2 ，BxPC 3 ，KP 2 ，AsPC- 1 ，




　使用した抗体は抗Glucose Transporter GLUT 1  
抗 体：GLUT 1 ，抗Hexokinase II 抗 体：HK 2 ，
抗Glucose- 6 -phosphatase, catalytic抗 体：G 6 Pase
および 抗Glucose- 6 -phosphodehydrogenase抗 体：
G 6 PDの 4 種類である。
3 ．qRT-PCR
　細胞株よりPureLink RNA Mini Kit （ambion）を
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用 い，Total RNAを 抽 出，Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis Kit （Roche）によりcDNA
を 合 成 した。 得 られたcDNAに 対 しGLUT 1 ，




白 を 抽 出，SDS-PAGEによる 泳 動 による 分 離 と
PVDF膜 へのブロッティングを 行 い，GLUT 1 ，




　 切 除 材 料 パ ラ フ ィ ン 切 片 に 対 しVentana 




　各細胞株におけるGLUT 1 ，HK 2 ，G 6 PDおよ
びG 6 PaseのmRNA発現は各々異なり，GLUT 1 が
最も多いものはKP 2 でその次にAsPC- 1 ，BxPC 3
やSuit 2 が 比 較 的 高 かった。 一 方，KP 1 NLと
KP 1 Nは他の細胞株に比して，発現量が低かった。
HK 2 が 最 も 高 いものはMIA PaCa- 2 で，AsPC-
1 ，BxPC 3 をはじめ，Panc- 1 が高く，KP 1 NLと
KP 1 Nで低いなど，GLUT 1 の発現の挙動と類似し
ていた。P 6 PDの発現は何れの細胞とも高発現して
おり､ 各 細 胞 間 で 差 異 は 認 められなかった。
G 6 Paseは肝細胞で高発現を確認したが､ 各細胞で
の発現は極めて少なかった。各細胞での平均発現量





比して，KP 1 NLやKP 1 Nでも高い発現を示した。
HK 2 はPanc- 1 やKP 3 ，KP 2 ，MIA PaCa- 2 で 高
い発現を示していた。G 6 PDは各細胞間で若干の











































　一 方，GLUT 1 ，HK 2 およびG 6 PDの 3 者 間 に
おける発現量の比較では，G 6 PDが最も高く，順
にGLUT 1 ，HK 2 であった。前者と後二者とには
有意な差は認めたが，後二者間では有意差は認めな






GLUT 1 ，HK 2 およびG 6 PDが高発現している，
一方，G 6 PCは僅かであった。また，各々の細胞内
局在も異なっていた。GLUT 1 はトランスポーター
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の役割を担うために主に細胞膜を主体に､ 一部で細















亢進を反映して律速因子であるGLUT 1 とHK 2 の














































　大人のサル 5 頭（オス 4 頭，メス 1 頭）を使用し
た。本実験は，各種動物実験倫理指針（United 
States Public Health ServicePolicy on Humane 
Care and Use of LaboratoryAnimals，the National 








を 前 後 左 右 の 4 方 向 か ら 4 台 の 深 度 セ ン サ















































m/min; saline: 4.6±0.4 m/min; p＜0.05），歩行速度
が 減 少 する 傾 向（MAP: 8.8 ±2.0 cm/sec; saline: 




























患 に 関 与 すると 考 えられている。最 初 期 遺 伝 子
zif268/egr 1 -venusトランスジェニックマウスを 用
いた研究で，急性期ストレスに対するLHbの神経活


























し，PNNの 構 成 タ ン パ ク 質 の ア グ リ カ ン
（Aggrecan）を免疫組織化学で染色し，陽性細胞
数をimageJ（https://imagej.nih.gov/ij/）を用いて
算 出 し た。PNN 構 成 糖 鎖 を 認 識 す るWFA





















はP10ではほとんど 見 られないが，P35にかけて 増
加 し，P35 でプラトーに 達 した。 アグリカンと
WFA染色によるPNNの拡がりはP10からP60まで増
加した。LHbにおけるストレス負荷に誘導される
ZIF268/EGR 1 陽性細胞数は，P 9 には観察されな
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